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摘要 :目的 探讨 生长 停滞 特 
法 采用 实时 定 
达 , 并 分 析 GAS5 表 达 与 乳 


GAS5 与 P21 表达 
加 ,而 过 表达 IncRNA GAS5 可 抑制 乳腺 癌 耐 药 细胞 株 EMT 表 型 和 侵 秦 
发 现 ,过 表达 GAS5 通过 逆转 EMT 标 志和 蛋白 ,提高 紫杉醇 抑制 肿瘤 生长 和 肺 转移 的 作用 。 结 
转移 ,可 能 是 乳腺 瘤 的 一 个 潜在 治疗 靶 点 。 

生长 停滞 特异 性 转录 本 5; 乳 腺 癌 ; 上 皮 细 胞 - 间 充 质 转 化 


过 诱导 EMT 促 进 圣 
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Low expression of lncRNA-GAS5 promotes epithelial-mesenchymal transition of breast 


cancer cells in vitro 
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L 腺 癌 的 肌 
局 码 RNA; 


腺 癌 临 床 分 期 和 淋巴 结 转 移 相 关 怕 
关 和 蛋白 的 表达 ;迁移 , 趋 化 和 黏附 分 离 实验 检测 细胞 生物 学 活 仅 
鼠 乳腺 癌 模 型 ,体内 探讨 过 表达 GAS5 对 紫杉醇 抗 乳 


著 降 低 的 (P<0.05),GAS5 低 表达 与 乳腺 癌 TNIM 分 划 


Diagnosis, Bengbu Medical College, Bengbu 233000, China 


腺 癌 作 用 的 影响 。 结 果 LncRNA GAS5 
月 和 淋巴 结 转移 相关 (P<0.05); 耐 药 细 
FE 相关 ,而 与 CDK6 表 达 呈 负 相 关 ; 体 外 干扰 GAS5 促 进 乳 腺 瘤 亲 本 细胞 株 发 生 EMT 表 型 改变 和 侵袭 能 力 增 
能 力 (P<0.05) ,并 提高 紫杉醇 的 药物 敏感 性 。 体 内 实验 
年 论 LncRNA GAS5 低 表 达 可 能 通 


FE; 通过 光学 显微镜 观察 细胞 的 形态 


是 


异性 转录 本 5(lncRNA-GAS5) 在 乳腺 癌 中 发 展 和 上 皮 细 胞 - 间 充 质 转化 (EMT) 过 程 中 的 影响 。 方 
量 聚 合 酶 链 反 应 法 检测 乳腺 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 (xz=36)、 乳 腺 癌 MCEF-7 亲 本 和 耐 药 细 胞 中 IncRNA-GAS5 的 表 
FE; qRT-PCR 法 、Western blot 和 免疫 组 化 法 检测 细胞 周 其 
态 学 变化 ; 以 耐 药 细胞 株 构 建 裸 
转录 本 水 平 相对 于 瘤 旁 组 织 是 显 
胞 株 中 GAS5 表 达 下 调 (P<0.05)， 


和 EMT 相 


Abstract: Objective To investigate the role of long non-coding RNA growth arrest-specific transcript 5 (IncRNA-GAS5) in 
breast cancer progression and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of the cancer cells. Methods Real-time quantitative 
PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of lncRNA-GAS5 in 37 pairs of breast cancer and adjacent non-tumor tissues 
and in parental MCF-7 cells and paclitaxel-resistant MCF-7 (MCF-7/PR) cells, and the correlation of lncRNA-GAS5 expression 
with the clinical stage and lymph node metastasis of breast cancer was investigated. The expressions of the genes related with 
cell cycle and EMT at both the mRNA and protein levels were detected using qRT-PCR, Western blotting and 
immunohistochemistry. The changes in the biological behaviors and morphology of breast cancer cells with either 
lncRNA-GAS5 knockdown or overexpression were observed. Nude mouse models were established bearing breast cancer 
xenografts derived from MCF-7/PR cells or MCF-7/PR cells over-expressing lncRNA-GAS5，and the inhibitory effect of 
paclitaxel on tumor growth was evaluated. Results The transcriptional levels of IncRNA-GAS5 were significantly lower in 
breast cancer tissues than in the adjacent non-tumor tissues (P<0.05)，and decreased lncRNA-GAS5 expression was 
significantly correlated with TNM stage and lymph node metastasis of breast cancer (P<0.05). IncRNA-GAS5 expression was 
also significantly lowered in paclitaxel-resistant breast cancer cells and showed a Positive correlation with P21 expression and 
a negative correlation with CDK6. MCF-7 cells during EMT presented with a lowered expression of IncRNA-GAS5, whereas 
lncRNA-GAS5 over-expression strongly suppressed MCF-7/PR cell migration and invasion, and increased the susceptibility of 
the cells to paclitaxel. In the tumor-bearing nude mouse models, IncRNA-GAS5 overexpression in the tumor cells obviously 
enhanced the inhibitory effect of paclitaxel on tumor growth and lung metastasis by reversing the EMT marker proteins. 
Conclusion A decreased expression of IncRNA-GAS5 promotes lung metastasis of breast cancer by inducing EMT, suggesting 
the potential of lncRNA-GAS5 as a therapeutic target in breast cancer. 

Keywords: long non-coding RNA; growth arrest-specific transcript 5; breast cancer; epithelial-mesenchymal transition 
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抵抗 而 导致 化 疗 耐 受 , 使 肿瘤 细胞 更 具 侵 袭 
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性 乳腺 一 线 化 疗 药 物 , 耐 药 是 导致 乳腺 癌 化 疗 失败 的 巨 
上 皮 细 胞 - 间 充 质 转化 ( ee 性 凋 亡 


。 探讨 


刊 


201801.00627V1 


chinaXiv 


* 1428. 


J South Med Univ, 2017, 37(11): 1427-1435 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


EMT 诱 导 的 内 在 调控 机 制 , 对 有 效 辅助 临床 化 疗 具 有 
重要 的 科学 价值 。 长 链 非 编码 RNA (IncRNA) 是 一 类 
转录 本 长 度 超过 200 nt 的 非 编码 RNA 分 子 , 大 量 差 异 
表达 的 IncRNAs 与 癌症 相关 重 白 编码 基因 关联 中, 从 而 
在 肿瘤 发 生 和 进展 中 发 挥 重要 的 作用 ”"。 生 长 停滞 特 
异性 转录 本 5(IncRNA-GAS5) 通 过 靶 向 YBX1/p21 途 
径 抑 制 胃癌 的 发 展 ,下调 GAS5 可 诱导 EMT 标 志 物 促 
进 非 小 细胞 肺癌 的 转移 ,过 表达 GAS5 可 负 调 控 EMT 
标志 物 Vimentin 的 表达 而 诱导 肝癌 细胞 凋 立 “。 在 乳 
腺 癌 中 ,GAS5 表 达 下 调 " ,血清 GAS5 与 增殖 指数 Ki67 
及 术 后 淋巴 结 转 移 状 态 呈 反比 ,但 对 乳腺 癌 细 胞 EMT 
的 影响 目前 尚 无 相关 研究 。 本 研究 在 探讨 GAS5 与 乳 
腺 癌 患 者 临床 病理 关联 性 的 基础 上 ,由 在 阐明 GAS5 与 
乳腺 癌 细 胞 EMT 诱 导 的 相关 性 ,并 确定 其 对 紫杉醇 化 
疗 敏 感性 的 影响 。 


1 资料 和 方法 
1.1 临床 资料 

收集 蚌 塌 医 学 院 第 一 附属 医院 2003~2007 年 乳腺 
癌 及 其 癌 旁 新 鲜 组 织 36 例 (其 中 TNM 分 期 1 ~ 卫 23 例 ， 
于 ~V 期 13 例 ,病理 类 型 均 为 温润 性 癌 ), 液 揽 保 存 。 术 
后 病理 确诊 为 乳 脲 癌 , 术 前 均 未 行 放疗 或 化 疗 。 所 有 病 
例 均 有 完整 的 临床 及 病理 资料 。36 例 患者 中 年 龄 <45 
岁 者 14 例 ,>45 岁 22 例 ,年 龄 为 49.17+8.05 岁 ;患者 术 
前 无 长 期 服用 非 省 体 类 抗 炎 药 物 史 , 旦 手术 前 .手术 中 


均 未 曾 进行 过 放 化 疗 及 内 分 泌 治疗 等 ,无 其 他 同时 存在 
恶性 肿瘤 。 于 术 中 取 下 组 织 标本 后 迅速 放 于 装 有 
RNAlater 的 2 mL 无 酶 (RNase-free) 冻 存 管 中 , 置 于 液 
氮 灌 中 低温 保存 。 
1.2 主要 试剂 

人 乳腺 癌 细 胞 株 MCF-7 和 SKBR-3 购 自 中 国 科学 
院 细 胞 研究 所 ,紫杉醇 耐 药 细胞 株 MCF-7/PR 和 SKBR- 
3/PR 由 本 室 构建 并 保存 ;DMEM 培养 基 和 G418 购 自 
Gibco; 胎 牛 血清 购 自 Hlyclone; 逆 转录 试剂 盒 购 自 美 国 
Fermentas; Lipofectamine 2000 和 TRIzol 试剂 购 自 
Invitrogen; 免 抗 人 P21 抗 体 购 自 CST,CDK6 抗 体 购 自 
Proteintech,E-cadherin 和 Vimentin 抗 体 购 自 Abcam,B- 
actin 抗 体 购 自 美国 Santa Cruz; 辣 根 过 氧化 物 酶 (HRP) 
标记 山羊 抗 免 IgG 购 自 北京 中 杉 金 桥 生 物 公司 ; 免 抗 小 
鼠 PCNA 一 抗 和 TUNEL 细胞 凋 亡 检测 试剂 盒 购 自 武 
汉 博 士 德 公司 ;LneRNA GAS5 过 表达 载体 购 自 上 海 吉 
玛 制 药 技 术 有 限 公司 ;MCF-7 干 扰 lncRNA GAS5 细 胞 
株 由 本 项 目 组 构建 并 筛选 保存 "。 
1.3 实验 方法 
1.3.1 总 RNA 提 取 和 qRT-PCR 检测 目的 基因 表达 组 
织 样本 和 细胞 总 RNA 提取 采用 Trizol 法 ,并 进行 逆转 
录 反 应 ,所 有 操作 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 ;以 GAPDH 
作为 内 参 , 根 据 荧光 定量 试剂 盒 说 明 书 进行 PCR 反 
应 。 所 用 的 引物 序列 见 表 1。 


表 1 引物 序列 

Tab.1 Primer sequences 

Gene name Forward Reverse 

GAS5 CTTGCCTGGACCAGCTTAAT CAAGCCGACTCTCCATACCT 
P21 ATTCAGCATTGTGGGAGGAG TGGACTGTTTTCTCTCGGCT 
CDK6 CCCACTGAAACCATAAAGGA ACCACAGCGTGACGACCA 
E-cadherin GAAGTGTCCGAGGACTTTGG CAGTGTCTCTCCAAATCCGATA 
Vimentin TGTCCAAATCGATGTGGATGTTTC TTGTACCATTCTTCTGCCTCCTG 
GAPDH CAGCCTCAAGATCATCAGCA TATGGTCATGAGTCCTTCCA 


1.3.2 乳腺 癌 细 胞 培养 人 乳腺 瘤 细 胞 株 SKBR-3 和 
MCF-7, 及 其 耐 药 细胞 株 SKBR-3/PR 和 MCF-7/PR 接 
种 于 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 高 糖 培养 基 中 ,5% CO,， 
37 细胞 培养 箱 中 培养 。 每 2~3 d 传 代 1 次 ,所 有 实验 
均 采用 对 数 生长 期 细胞 。 

1.3.3 lncRNA GAS5 干扰 片段 和 过 表达 载体 的 转 染 
在 MCF-7 亲 本 细胞 中 转 染 GAS5 干 扰 片 段 , 在 MCF-7 
耐 药 细胞 株 中 转 染 GAS5 过 表达 载体 。 取 对 数 生 长 期 
细胞 种 于 6 孔 板 中 ,密度 达到 70%~90% 后 转 染 ,每 孔 转 
染 体 系 为 :GAS5 干 扰 片 段 (20 jmol/L)5 pL( 或 售 GAS5 


全 基因 的 质粒 4 hg) 稀释 于 250 由 无 血清 培养 基 中 , 同 
时 将 5~10 pL Lipofectamine 2000 稀 释 于 250 民 无 血清 
培养 基 中 ,室温 静 置 5 min。 将 上 述 稀释 的 干扰 片段 或 
质粒 与 Lipofectamine 2000 混 匀 , 室 温 静 置 20 min。 将 
转 染 混合 物 缓慢 加 入 含 无 血清 培养 基 1.5 mL 的 6 孔 板 
中 ,6h 后 换 成 含 10% 胎 牛 血清 的 完全 培养 基 。 转 染 
GAS5 质粒 的 细胞 按照 800 ng/mL 的 G418 浓 度 进行 得 
选 ,观察 细胞 的 死亡 情况 ,挑选 单 克隆 细胞 继续 扩大 培养 。 
1.3.4 细胞 的 黏附 分 离 实 验 分 别 取 对 数 生 长 期 细胞 ， 
调整 细胞 密度 为 4x10YmL, 加 入 24 孔 板 ,37 % ,5% CO， 
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条 件 下 培养 。 黏 附 实验 中 ,1 后 胰 酶 消化 , 重 悬 后 计数 
全 部 贴 壁 细胞 数 ,细胞 黏附 率 =[ 全 部 贴 壁 细 胞 数 /4x 
10”) ]x100%。 分离 实验 中 ,24 h 后 ,吸出 各 孔 中 培养 基 ， 
0.025% 的 胰 和 蛋白酶 消化 细胞 ,2~3 min 后 加 入 培养 基 终 
止 消 化 ,计数 消化 下 来 的 细胞 数目 ;随后 ,以 0.25% 的 胰 
蛋白 酶 消化 剩 下 的 细胞 ,并 计数 。 细 胞 分 离 率 = 
[0.025% 的 胰 酶 消化 下 来 的 细胞 数 /0.025% 胰 酶 消化 下 
来 的 细胞 数 +0.25% 胰 酶 消化 的 细胞 数 ) ]x100%。 

1.3.5 磺 酰 罗丹 明 B(SRB) 法 检测 耐 药 细胞 对 紫杉醇 的 
药物 敏感 取 对 数 生长 期 MCF-7/PR 细 胞 ,接种 于 96 孔 
板 中 ,分 组 为 空白 对 照 组 和 lncRNA GAS5 过 表达 组 ,每 
组 加 入 不 同 浓度 的 紫 杉 国 。48 h 后 终止 培养 , 弃 培 养 液 ， 
10% 三 氧 乙酸 (TCA) 固 定 50 min,0.4% SRB 桨 液 染色 
30 min 后 ,1% 乙 酸 浴 液 洗涤 、 晾 干 ,以 10 mmoyL Trisbase 
充分 溶解 SRB , 酶 标 仪 检 测 Ass 值 。 具 体操 作 同 ”。 

1.3.6 划 痕 实验 检测 耐 药 细 胞 的 迁移 能 力 分 组 同上 ， 
胰 酶 消化 对 数 生长 期 MCF-7/PR 细胞 ,离心 将 细胞 制 成 
单 细胞 芒 液 种 于 6 和 孔 板 中 , 当 细 胞 生长 达到 80% 左 右 
时 ,用 10 |L 无 菌 枪 头 划 出 一 道 伤口 ,注意 各 组 伤口 宽度 
保持 基本 一 致 ,分 别 于 培养 0.48 h 在 低 倍 镜 下 测量 各 组 
细胞 伤口 的 宽度 。 

1.3.7 Transwell 实验 检测 耐 药 细胞 的 侵袭 能 力 胰 酶 消 
化 MCF-7/PR 细胞 ,以 无 血清 培养 基调 整 到 相同 的 细胞 
密度 ,分 组 同上 。 上 室 中 加 入 100 红细胞 悬 液 ,下 室 加 
入 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM 培 养 基 ,培养 24h 后 ,取出 
Transwell 小 室 ,4% 多 聚 甲醇 固定 ,吉姆 院 染 色 , 高 倍 镜 
下 观察 穿 过 的 细胞 数目 并 拍照 ,具体 操作 同 ”。 

1.3.8 荷 乳 腺 癌 裸 鼠 动 物 模 型 的 建立 雌性 裸 鼠 9 只 ,4~ 
6 周 龄 ,体质 量 20+2 g, 购 自 上 海 斯 莱克 实验 动物 责任 有 
限 公 司 ,小 鼠 饲养 于 昨 埠 医学 院 实验 动物 中 心 无 菌 室 。 
分 为 3 组 :MCF-7/RP 肿 瘤 组 (分 别 以 生理 盐水 作为 空白 
对 照 组 和 以 紫杉醇 处 理 的 阳性 对 照 组 ) .过 表达 
lncRNA GAS5 MCF-7/PR 组 (紫杉醇 处 理 )。 每 组 细胞 
100 pL (5x10) 沿 着 小 鼠 右 侧 第 2 乳 热 下 接种 。 当 移植 
瘤 体 积 达 约 20 mmx20 mmx20 mm 左右 时 ,开始 注射 生 
理 盐 水 和 紫杉醇 (Paclitaxel PTX) ,其 中 PTX (30 mg/kg) 
腹腔 内 注射 ,每 周 2 次 。4 周 后 ,小 鼠 断 颂 处 死 ,肿瘤 组 
织 和 肺 组 织 分 别 进行 后 续 免 疫 组 化 分 析 。 

1.3.9 标本 处 理 完整 剥 取 乳 腺 瘤 肿瘤 组 织 ,并 测 瘤 重 。 
肿瘤 组 织 浸泡 于 中 性 福 尔 马 林 固 定 ;每 组 取 2 只 小 鼠 肺 脏 
置 Bouin 液 (饱和 苦味 酸 75 mL+4% 多 聚 甲 醋 25 mL+ 冰 
醋酸 5 mL) 固 定 ,24 h 后 用 75% 乙 醇 浸 泡 脱 色 ,肉眼 观 
察 肺 表面 结 节 , 另 1 只 小 鼠 肺 组 织 浸泡 于 10% 中 性 福 尔 
马 林 中 国定 行 HE 染色 。 

1.3.10 HE 染色 观察 肺 转移 情况 所 有 肿瘤 组 织 和 每 组 
1 只 肺 组 织 石 蜡 包 埋 ,4 hm 连续 切片 ,常规 二 甲 共和 酒 


精 梯度 脱水 , 苏 木 素 染色 ,1% 盐 酸 酒精 分 化 ,温水 蓝 化 , 伊 
红 复 染 , 脱 水 .透明 .中 性 树胶 封 片 ,具体 实验 步 又 见 ”。 
1.3.11 免疫 组 化 检测 肿瘤 增殖 细胞 核 抗 原 (PCNA)、 周 
期 蛋白 和 EMT 标 志 有 蛋白 表达 采用 免疫 组 化 法 检测 
PCNA .周期 蛋白 (P21 和 CKD6) 和 EMT 标 志 蛋 白 (E- 
cadherin 和 Vimentin) 的 表达 ,具体 操作 步骤 见 吕 。 
DAB 显 色 ,以 棕 黄 色 为 阳性 。 

1.3.12 TUNEL 法 检测 小 筷 肿 瘤 组 织 细胞 的 凋 亡 通过 
原 位 未 端 转移 酶 标记 技术 ( 即 TUNEL 法 ) 对 肿 瘤 组 织 细 
胞 凋 亡 检测 ,应 用 武汉 博士 德 生物 工程 有 限 公司 的 细胞 
凋 亡 检 测试 剂 盒 进行 , 按 试剂 盒 说 明 书 进行 ,具体 步骤 
见 "%。BCIPNBT 显 色 , 核 固 红 复 染 ,细胞 核 中 有 紫 蓝 
色 颗 粒 者 为 阳性 细胞 。 

1.3.13 统计 学 方法 所 有 实验 数据 以 均 数 + 标准 差 表 
示 , 利 用 SPSS 17.0 软 件 进行 单 因 素 方 差分 析 和 两 两 比 
较 分 析 ,P<0.05 为 差别 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 IncRNA GAS5 在 乳腺 癌 中 表达 下 调 

前 期 研究 发 现 ,GAS5 表达 与 乃 腺 瘤 细 胞 增殖 迁移 
活性 密切 相关 ”, 参 与 乳腺 癌 细 胞 增殖 和 迁移 抑制 。 
此 ,本 研究 检测 了 36 份 乳腺 癌 患 者 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 
中 GAS5 的 表达 (图 1A), 如 图 1B 和 C 所 示 , 相 对 于 癌 旁 
组 织 ,GAS5 在 乳腺 癌 组 织 中 表达 下 调 (P<0.05) ,并 与 
淋巴 结 转移 和 肿瘤 分 期 成 负 相关 (图 2)。 
2.2 耐 药 细胞 株 中 lncRNA GAS5 表 达 下 调 

利用 qRT-PCR 技术 分 析 发 现 , 相 对 于 亲本 细胞 株 
MCF-7 和 SKBR-3, 耐 药 细 胞 株 MCF-7/PR、SKBR-3/ 
PR 中 GAS5 的 表达 降低 (P<0.05, 图 3)。 
2.3 pcDNA-GAS5 明 显 上 调 IncRNA GAS5 在 MCF-7 
细胞 中 的 表达 

为 了 评 佑 GAS5 在 人 乳腺 癌 耐 药 诱 导 中 的 角色 ,在 
耐 药 细胞 MCF-7/PR 中 过 表达 GAS5, 具 体操 作 同 "。 
pcDNA-GAS5 载 体 被 转 和 人 到 MCF-7/PR 细胞 中 ,相对 
于 空 载体 对 照 组 ,pcDNA-GAS5 裁 体 转 染 组 GAS5 的 
表达 量 升 高 (P<0.05) ,并 以 pcDNA-GAS5-2 升 高 较 明 
显 (图 4)。 
2.4 LncRNA GAS 抑制 细 胞 的 黏附 分 离 活 性 

猪 附 和 分 离 实 验 显 示 , 亲 本 细胞 中 下 调 GAS5 的 表 
达 后 黏附 和 分 离 活 性 上 调 (P<0.01) , 耐 药 细 胞 MCF-7/ 
PR 中 过 表达 GAS5 后 细胞 的 黏附 分 离 活性 降低 (P<0.05， 
图 $)。 
2.5 LncRNA GAS5 对 细胞 形态 的 影响 
亲本 细胞 中 下 调 GAS5 的 表达 和 在 耐 药 细胞 MCF- 
7/PR 中 过 表达 GAS5 后 , 光 镜 下 观察 细胞 形态 ,可 见 下 
调 GAS5 表 达 后 的 亲本 细胞 MCF-7 由 原来 抱团 生长 的 
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图 1 LncRNA GAS5 在 乳腺 癌 和 癌 旁 组 织 的 表达 情况 
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Fig.l Expression of IncRNA GAS5 in breast cancer and adjacent normal tissues. A: Results from qRT-PCR 
showing the relative expressions of GAS5 in breast cancer tissues (n=36); B: -ACT analysis from qRT-PCR in 
breast cancer tissues compared with paired non-tumor tissues; C: Data are presented as RQ value for B. NCT: 
Normal adjacent tissue; BRCR: Breast cancer. ***P<0.001. 
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2 lncRNA GAS5 在 乳腺 癌 中 表达 下 调 与 转移 和 分 期 相关 


Fig.2 lncRNA GAS5 expression is associated with clinical stage and lymph node metastasis of breast cancer. A: 
Expression of GAS5 is significantly lower in breast cancer in advanced pathological stages (TNM IIIVIV vs TNM I/ 
I1); B: Expression of GAS5 is significantly lower in breast cancer with metastasis to more than 3 lymph nodes. ‘P< 


0.05, “P<0.001. 


圆 形 伸 出 伪 足 , 变 为 长 梭 形 ,而 上 调 GAS5 表 达 后 的 耐 
药 细 胞 由 原来 伸 出 伪 足 的 瘦长 梭 形 间 质 细胞 表 型 转变 
为 浑圆 的 上 皮 样 细胞 表 型 。 
2.6 LncRNA GAS5 调 控 EMT 相 关 基 因 的 表达 

如 图 4 分 组 ,亲本 细胞 MCF-7 中 下 调 GAS5 的 表达 
后 ,周期 蛋白 P21 表达 抑制 ,而 CDK6 表 达 上 调 ,EMT 相 
关 重 向 E-cadherin 表达 下 调 ,Vimentin 表 达 上 调 (P<0.05); 
反之 ,在 耐 药 细胞 MCF-7/PR 中 过 表达 GAS5 后 ,相对 


于 对 照 组 , 耐 药 细胞 MCF-7/PR 的 CDK6 和 Vimentin 的 
表达 均 降 低 , 而 P21 和 E-cadherin 的 表达 升 高 (P<0.05， 
图 6)。 
2.7 LncRNA GAS5 逆 转 MCF-7/PR 的 生物 学 活性 

为 进一步 分 析 GAS5 在 耐 药 细胞 中 的 生物 学 作用 ， 
耐 药 细 胞 过 表达 GAS5 后 检测 了 其 侵袭 和 药物 敏感 
性 。 结 果 发 现 , 相 对 于 未 转 染 组 ,过 表达 GAS5 后 ， 
MCF-7/PR 细胞 的 侵袭 能 力 下 降 , 并 提高 了 对 紫杉醇 的 
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图 3 耐 药 细胞 中 IncRNA GAS5 表 达 下 调 
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Fig.3 Downregulation of lncRNA GAS5 in paclitaxel-resistant breast cancer cells. *P<0.05 PR vs Parental 


cells. 
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图 4 过 表达 lncRNA GAS5 的 人 乳腺 癌 耐 药 细胞 株 
MCF-7/PR 的 构建 

Fig.4 Construction of MCF-7/PR cells overexpressing 
IncRNA GASS5. *P<0.05 vs Control Group. 


药物 敏感 性 (图 7)。 

2.8 LncRNA GAS5 体 内 实验 证 实 提高 紫杉醇 的 药物 敏 
感性 

2.8.1 LncRNA GAS5 抑制 裸 鼠 乳腺 原 发 肿瘤 的 生长 
为 进一步 证 实 GAS5 逆转 耐 药 ,提高 药物 敏感 性 的 作 
用 ,本 研究 以 未 过 表达 和 过 表达 GAS5 的 MCF-7/PR 细 
胞 为 研究 对 象 , 构 建 了 裸 鼠 的 乳腺 癌 模 型 。 发 现 当 未 过 
表达 GAS5 时 ,相对 于 生理 盐水 对 照 组 ,紫杉醇 抑制 肿 
瘤 生 长 的 作用 不 明显 ,而 过 表达 GASS 后 ,可 显著 提高 
紫杉醇 抑制 肿瘤 生长 的 作用 CP<0.05, 图 8)。 增 殖 核 搞 
原 (PCNA) 免 疫 组 化 和 TdT( 脱 氧 核糖 核 昔 酸 末端 转移 
酶 ) 介 导 dUTP 缺口 末端 标记 法 (TUNEL 法 ) 检 测 肿瘤 
细胞 增殖 凋 亡 能 力 ,发 现 未 过 表达 GAS5 时 ,相对 于 生 
理 盐水 对 照 组 ,紫杉醇 不 能 诱导 凋 亡 ,而 过 表达 GAS5 
后 ,紫杉醇 可 诱导 凋 亡 并 抑制 增殖 。 

2.8.2 LncRNA GAS5 抑制 裸 鼠 乳腺 癌 肺 转移 的 效应 
各 组 小 鼠 肺 组 织 置 于 Bouin 液 中 国定 24 h, 脱 色 后 观察 
肺 组 织 表面 的 转移 结 节 ,并 利用 HE 染色 镜 下 观察 肺 转 


移 灶 。 结 果 发 现 ,未 过 表达 GAS5 时 ,相对 于 生理 盐水 
对 照 组 ,紫杉醇 不 能 抑制 肺 转移 结 节 的 形成 , 镜 下 可 见 
范围 广 的 转移 性 肺癌 瘤 灶 ,而 过 表达 GAS5 后 ,相对 于 
未 过 表达 组 ,紫杉醇 明显 抑制 肺 表面 结 节 的 形成 , 肺 组 
织 HE 染 色 显 微 镜 下 可 见 转移 性 肺癌 瘤 灶 数 量 少 ,范围 
小 ,有 正常 的 肺泡 结构 (图 9)。 

2.8.3 LncRNA GAS5 逆 转 EMT 标 志 物 利用 免疫 组 化 
法 检测 裸 鼠 乳腺 癌 肿 瘤 组 织 中 E-cadhein 和 Vimentin 的 
表达 水 平 。 结 果 显 示 , 相 对 于 未 过 表达 GAS5 的 生理 盐 
水 对 照 组 ,紫杉醇 不 能 诱导 E-cadherin 的 表达 ,抑制 
Vimentin 的 表达 ;过 表达 GAS5 后 ,相对 于 未 过 表达 的 
紫杉醇 处 理 组 组 ,紫杉醇 上 调 E-cadherin 表 达 , 而 抑制 
Vimentin 的 表达 (图 10)。 


3 讨论 

近期 研究 发 现 ,lncRNAs 在 肿瘤 转移 ,包括 EMT 形 
成 中 发 挥 重要 的 作用 。Reiche 利 用 乳腺 癌 临 床 标本 筛 
查 , 发 现 大 量 差异 表达 的 IncRNAs 与 癌症 相关 和 蛋白 编码 
基因 关联 "。 胃 癌 中 某 些 lhcRNA 表达 与 TNM 分 期 相 
关 , 在 早期 癌症 及 其 癌 前 病变 中 表达 失调 ,可 能 是 一 种 
潜在 的 早期 胃癌 的 诊断 标志 物 中 。LncRNA H19 通 过 
结合 转录 因子 eIF4A3 促进 结 直 上 肠 癌 的 生长 中 ， 
LncRNA MALAT1 通 过 结合 SFPQ 促 进 结 直肠 的 生长 
和 转移 ,可 作为 预后 不 良 的 标志 。 

生长 停滞 特异 性 转录 本 5(LncRNA GAS5) 是 生长 
抑制 因子 ,在 乳腺 癌 、 肾 癌 、 膀 胱 癌 、 前 例 腺 癌 等 发 现 
lncRNA GAS5 表 达 下 调 ”。GAS5 与 糖 皮质 激素 受 
体 的 反应 元 素 (GRE) 结 构 相 似 ,与 GRE 竞 争 性 的 结合 
糖 皮质 激素 受 体 ,或 抑制 GRE 下 游 基 因 , 如 凋 亡 调控 因 
子 cIAP2 的 表达 而 诱导 凋 亡 ”中 。 本 研究 利用 临床 病例 
分 析 发 现 相 对 于 癌 劳 组 织 ,GAS5 在 乳腺 癌 组 织 中 表达 
下 调 。 并 与 淋巴 结 转移 和 肿瘤 分 期 相关 ,表明 IncRNA 
GAS5 可 能 参与 乳腺 癌 生 长 和 侵袭 转移 的 调控 。 
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Fig.5 LncRNA GAS5 suppresses attachment and detachment of MCF-7 and MCF-7/PR cells. A: Attachment in 
parent cells with si-GAS5 and in PR cells with pcDNA-GASS5; B: Detachmentin parent cells with si-GAS5 and 
in PR cells with pcDNA-GAS5.“P<0.05 vs Control respectively; *P<0.05 vs Control respectively. 
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6 LncRNA GAS5 调 控 细胞 EMT 相 关 指标 的 基因 表达 

Fig.6 IncRNA CAS5 regulates the expression of EMT markers in breast cancer cells. A: Western blot for (B) and 
(OC). B: qRT-PCR analysis of the mRNA levels of EMT markers in MCF-7 cells transfected with si-GAS5; C: 
qRT-PCR analysis of the mRNA levels of EMT markers in MCF-7/PR cells transfected with pcDNA-GASS5. *P<0.05 
vs control with si-GAS5. “P<0.05 vs control with pcDNA-GASS. 


紫杉醇 耐 药 是 限制 其 临床 应 用 的 一 个 主要 原因 。 ”癌症 转移 早期 阶段 的 一 个 关键 步骤 ,但 胞 内 的 信号 机 制 
耐 药 细胞 在 形态 上 发 生 EMT， 侵 认 ,转移 能 力 增强 ,是 。” 仍 不 清楚 。 近 年 来 研究 发 现 ,LncRNAs 与 EMT 有 着 密 
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图 7 LncRNA GAS5 对 MCF-7/PR 细胞 生物 学 活性 的 影响 
Fig.7 Effect of INcRNA GAS5 over-expression on biological activity of MCF-7/PR cells. 
A: Migration assay (x 100); B: Invasion array (x 200); C: SRB assay to determine the 


proliferation inhibition effect of paclitaxel. 


切 的 关联 ,下 调 IncPRNA HOTAIR 表达 可 阻 断 TGF-B1 
诱导 的 EMT"”。IncPRNA BANCR 通过 调控 E-cadherin 
和 Vimentin 的 表达 在 EMT 形 成 中 发 挥 关 键 角色 在 
乳腺 癌 细 胞 EMT 调 控 .侵袭 和 生长 中 ,Notch 信号 通路 
通过 诱导 Slug 表 达 发 挥 关 键 作用 ,而 Notch-1 又 可 
通过 靶 向 调控 GAS5 刺激 细胞 增殖 ,表明 GAS5 可 能 
在 Notch 诱导 EMT 中 发 挥 一 定 的 作用 。LncRNA- 
GAS5 四 号 外 显 子 能 与 miR-21 结 合 抑 制 乳腺 癌 细 胞 的 
发 生发 展 站 。 研 究 发 现 曲 受 珠 单 抗 耐 药 细胞 株 和 其 治 
疗 的 乳腺 癌 组 织 中 GAS5 表达 下 调 ,GAS5 斋 除 可 部 分 
闭 转 拉 帕 替 尼 诱导 的 耐 药 细胞 增殖 抑制 ,也 证 实 了 
GAS5 是 作为 miR-21 的 海绵 抑制 其 作用 而 发 挥 抑制 癌 


细胞 增殖 效应 的 下 。 而 赵 遵 兰 等 ”证实 miR-21 在 紫 杉 
醇 耐 药 细胞 中 表达 上 调 , 并 调控 耐 药 形成 ,表明 GAS5 
可 能 与 紫杉醇 耐 药 及 EMT 形 成 存在 关联 性 。 本 研究 证 
实 了 GAS5 在 耐 药 细胞 中 表达 下 调 , 干 扰 GAS5 表 达 使 
细胞 的 黏附 和 分 离 活 性 上 调 , 乳 腺 癌 亲 本 细胞 株 发 生 
EMT 的 表 型 特征 ,EMT 相关 和 蛋白 E-cadherin 表 达 下 调 ， 
Vimentin 表 达 上 调 ; 而 过 表达 后 , 耐 药 细胞 的 黏附 和 分 
离 活 性 降低 , 耐 药 细胞 由 间 质 细胞 表 型 逆转 为 亲本 细胞 
形态 ,E-cadherin 表达 上 调 ,Vimentin 表 达 抑 制 。 因 此 ， 
GAS5 表 达 与 EMT 诱 导 存在 负 相 关 。 

本 研究 证 实 下 调 GAS5 的 表达 ,细胞 周期 蛋白 依赖 
性 激酶 抑制 剂 P21 表达 抑制 ,其 下 游 CDK6 表 达 上 调 。 
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图 9 LncRNA GAS5 抑 制 提 高 裸 鼠 肺 表面 转移 结 节 形 成 


8 过 表达 IncRNA GAS5 提 高 紫杉醇 抑制 裸 鼠 乳腺 原 发 肿瘤 生长 的 敏感 性 

Fig.8 Effect of PTX on tumor weight in SCID mice with MCF-7/PR cells after transfection with pcDNA-GAS5. A, 
B: Tumor size monitored every 3 days; C: Average tumor wet weight.“P<0.05 PTX group in MCF-7/PR cells after 
transfection with pcDNA-GASS5 vs PTX group in MCF-7/PR cells. 
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Fig.9 Lung metastatic tumor nodules inhibited in lung surface of SCID mice after transfection with pcDNA-GASS. 
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图 10 LncRNA GAS5 逆 转 裸女 肿瘤 组 织 MET 标 志 蛋 白 表 达 
Fig.10 lncRNA GAS5 reversed the expression of EMT markersin SCID mice (Immunostaining, x400). 
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反之 ,在 耐 药 细胞 MCF-7/PR 中 过 表达 IncRNA GAS5 
后 ,P21 表 达 升 高 ,而 CDK6 表 达 抑 制 ,并 可 抑制 耐 药 细 
胞 的 侵袭 能 力 下 降 , 提 高 了 对 紫杉醇 的 药物 敏感 性 。 为 
进一步 明确 GAS5 对 紫杉醇 药物 敏感 性 影响 ,建立 了 裸 
鼠 EMT 模 型 ,以 未 过 表达 GAS5 的 耐 药 细胞 株 种 瘤 , 紫 
杉 醇 不 能 抑制 肿瘤 的 生长 和 肺 转移 ,而 以 过 表达 GAS5 
的 耐 药 细胞 株 肿 瘤 ,提高 了 紫杉醇 抑制 增殖 ,促进 凋 亡 
的 作用 ,并 逆转 了 EMT 标 志和 蛋白 的 表达 ,从 而 抑制 肿瘤 
生长 和 肺 转移 的 敏感 性 增强 。 

总 之 ,GAS5 下 调 通过 诱导 EMT 促 进 乳 腺 癌 的 肺 
转移 ,在 耐 药 细胞 中 过 表达 GAS5 可 提高 紫杉醇 的 药物 
敏感 性 ,通过 抑制 增殖 和 促进 凋 亡 , 道 转 EMT, 从 而 抑 
制 肿瘤 的 生长 和 肺 转移 ,因此 ,IncRNA GAS5 可 作为 乳 
腺 癌 EMT 形 成 和 转移 判断 的 潜在 标志 物 。 
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